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RESUMO

Neste trabalho foi realizado um estudo quantitativo sobre as propriedades viscoelasticas
de células através de simulacoes computacionais com aplicagao direta do Método dos
Elementos Finitos (FEM). O experimento simulado consiste em um teste de relaxacao,
no qual foi aplicada uma indentagao constante sob uma célula viscoelastica através de
uma bead esférica de Microscopia de Forca Atomica (AFM). Foram construidas células
viscoelasticas distintas entre si em relagao a geometria e as indentagoes foram realizadas
em pontos distintos na superficie celular. Utilizando os modelos construidos, variamos a
rigidez citoplasmatica no intuito de obter uma espécie de assinatura mecanica para cada
valor correspondente ao cisalhamento G estabelecido, a partir da andlise das curvas de
forca. Nossos resultados mostram que as curvas obtidas podem variar de acordo com o
local indentado, geometria utilizada, profundidade de indentagao, com o tipo de célula e
do estado de satide da mesma. Além disso, a resposta viscoeldstica depende do tempo de

execucao do experimento quando comparado ao tempo especifico do material.

Palavras-chave: Viscoelasticidade. Células. Fisica bioldgica. Fisica computacional.
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ABSTRACT

In this work a quantitative study was performed on the viscoelastic properties of cells
through computational simulations with direct application of the Finite Element Method
(FEM). The simulated experiment consists of a relaxation test, in which a constant in-
dentation was applied under a viscoelastic cell through a spherical bead of Atomic Force
Microscopy (AFM). Different viscoelastic cells were constructed in relation to the geome-
try and the indentations were performed at different points on the cell surface. Using the
built models, we vary the cytoplasmic stiffness in order to obtain a kind of mechanical
signature for each value corresponding to the established G shear, from the analysis of
the force curves. Our results show that the curves obtained may vary according to the
indented location, geometry used, indentation depth, cell type and state of health. In
addition, the viscoelastic response depends on the experiment execution time when com-

pared to the material specific time.

Keywords: Viscoelasticity. Cells. Biological physics. Computational physics.
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Capitulo 1

Introducao

Desde a Grécia antiga, com a ideia do atomo, até os dias atuais, a busca da
compreensao de fendomenos que ocorrem em pequenas escalas sempre atraiu uma atengao
especial da Fisica. Com o advento da Mecanica Quantica, os fendomenos de escala atomicas
adquirem nova roupagem tedrica e experimental. Entretanto, a fisica de escalas nano e
micrométricas que escapam da teoria quantica, principalmente aquela que engloba siste-
mas bioldgicos, ainda hoje é um desafio. Com o desenvolvimento de diversas tecnologias
relacionadas a teoria e experimentacao, aliada com o avanco do conhecimento em diversas
areas dentre elas a Fisica e Biologia, ha o surgimento de novos campos de estudo, cuja
caracteristica principal é a interdisciplinaridade, como por exemplo, a Fisica Biolégica.

O artigo de opiniao de 1999 da revista Nature entitulado “Can physics deli-
ver another biological revolution?” [1], j& indicava a tentativa de superagao de barreiras
existentes entre a Fisica e Biologia em prol do avanco do conhecimento cientifico. Hoje a
Fisica Biolégica é uma area em ascensao, e acredita-se que contribuirda bastante no pro-
gresso da ciéncia e da tecnologia, tendo como destaque méaximo, hoje, o professor Arthur
Ashkin cujo trabalho, que consiste na utilizagao de lasers aplicados a sistemas bioldgicos,
foi laureado com o prémio Nobel de 2018.

Um dos ramos que mais cresce na Fisica bioldgica é o estudo das propriedades
mecanicas das células que pode ser feito de varias maneiras, como por exemplo, a partir
da aplicacao de uma forca na célula ou com a insercao de tracadores em seu interior
e através do seu movimento Browniano obter tais propriedades [2]. Esses estudos sao
essenciais para compreender fenomenos que ocorrem a nivel celular como motilidade,

diferenciagao e proliferacao de células [3], e tém despertado o interesses de pesquisadores
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

que atuam em areas diversas como, por exemplo, engenharia de tecidos, biologia celular,
dentre outros [4].

Os principais resultados decorrentes das pesquisas em Fisica Bioldgica, espe-
cificamente na mecanica das células, associam a alteracao das propriedades mecanicas
das células com mal funcionamento de um determinado tecido ou érgao de um dado or-
ganismo, estando diretamente associada ao desenvolvimento de diversas patologias como
doengas cardiacas, malaria e até mesmo cancer [5, 0].

O comportamento mecanico das células pode ser estudado por diferentes abor-
dagens, tedricas e experimentais, que na maioria dos casos se complementam. A expe-
rimentacao utiliza varios métodos como: aspiracdo por micropipeta [7], citometria de
torgao magnética [3], microscopia de forga atomica [9], pingas épticas [10] dentre outras.
Todas as técnicas citadas baseiam-se na observagao do fenomeno estudado para a analise
das propriedades mecanicas. As abordagens tedricas baseiam-se na utilizagao de modelos
que podem ser tratados por simulacoes computacionais quando aproximagoes analiticas
sao impossiveis ou dificeis de serem aplicadas. O modelo tedrico consiste em definir uma
geometria e utilizar dados obtidos experimentalmente, quando possivel, assim como as
condicoes de contorno apropriadas. Dessa forma, podemos utilizar modelos e, a partir
de suas predigoes, obter a lei constitutiva que rege o seu comportamento. A comparagao
entre as previsoes tedricas e os resultados experimentais levam ao estabelecimento das
propriedades mecanica das células [9].

Células sao estruturas complexas da matéria organica viva compostas basica-
mente por membrana plasmética, citoplasma e nicleo (Figura (1.1)). H4 células que nao
possuem ntcleo, como por exemplo, as hemacias devido ao seu papel desempenhado no
sistema sanguineo, ha outras que ao invés do material nuclear ser delimitado por uma
membranal, possui o mesmo espalhado no citoplasma deixando assim de apresentar um
nicleo bem definido, tais células sao chamadas de procariontes e sao bem mais simples

do que as eucariontes.

1Tal membrana recebe o nome de carioteca.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

Nucleo

Membrana
plasmética

Citoplasma

Figura 1.1: Esquema ilustrativo de uma célula eucarionte. Fonte [11].

As células eucariontes por sua vez apresentam, além de membrana plasmaética,
citoplasma e nucleo, um conjunto de organelas que possuem funcgoes que variam desde a
criagdo de proteinas na célula (ribossomos), respiragao celular (mitocondria) até organelas
que auxiliam no processo de divisao celular. Ha uma série de organelas na célula animal
dispostas em um material fluido-gelatinoso chamado de citosol, que é um dos componentes

bésicos do citoplasma juntamente com o citoesqueleto.

Canal proteico Fluido extracelular Glicido
Glicoproteina
o‘.’. .’.i
H
L ...9 .,.. A

O
.
. 0..

VIR nﬂ;ﬂ ‘;‘M‘ Ui -m\\\mnnm nn\ 3 nm\ l,,,

) .om‘\.( i -
(i (Uit 2 U 8 by 0000

Colesterol Proteina transmembranar

Glicolipido

Proteina em hélice alfa

Citoplasma
Figura 1.2: Esquema ilustrativo da membrana plasmética. Fonte [12].
A membrana plasmadtica, ilustrada pela Figura (1.2), atua como uma mem-

brana seletora, de modo a controlar os entes que entram e que saem da célula. Além

disso, ela reveste a célula fornecendo a devida protecao. Sua composicao basica é uma
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

bicamada fosfolipidica composta por proteinas, carboidratos e lipidios, de modo que seja

possivel a célula interagir com o meio.

102
100
102
104+
1076
10-8 - Proteinas
10-10
10-12
10-14 -

10-16 T T T |
10-10 109 10-8 107 106

Escala de comprimento (m)

Tempo caracteristico (s)

Figura 1.3: Estimativa do tempo caracteristico das proteinas de acordo com sua escala
de comprimento. Adaptado [§].

O citoesqueleto é responsavel pela forma e pelo tamanho da célula, sendo com-
posto por filamentos de actina, filamentos intermedidrios e microtubulos [13]. Estes, por
sua vez, sdo compostos basicamente por proteinas [11] e sdo os que fornecem a resposta
viscoeldstica do citoplasma decorrente a tensoes aplicadas na célula [15, 16, 17, 18]. A
Figura (1.3) mostra uma estimativa do tempo caracteristicos de proteinas de acordo com
sua escala de comprimento, como os filamentos que compoem o citoesqueleto possuem
dimensao nano e micrométrica, o seu tempo caracteristico pode variar da ordem de fem-
tosegundos a segundos.

O niicleo é a central de comando da célula. E nele que esta localizado o cédigo
genético celular (DNA) que compoem os cromossomos responsaveis pela caracterizagao
genotipica de cada individuo e também estao diretamente relacionados a determinagao do
sexo do ser vivo, além das desordens cromossomicas.

As células estao dispostas em uma matriz extracelular fibrosa, essa matriz é
composta por agua, proteinas e polissacarideos. Cada tecido possui uma matriz inica,

que por sua vez tem propriedades mecanicas que influenciam diretamente as células. As

células sao capazes de captar os estimulos mecanicos advindos dessa matriz e converter
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

em sinais bioquimicos, este processo é conhecido por mecanotransducao celular [19].

10° < Metais

104 CerémicV_

103

Polimeros

102

10"

Moddulo elastico efetivo (MPa)

2]
10 Células

103

10 T T T T T T T ]
107 106 105 10+ 103 102 10! 100 10! 102

Escala de comprimento (m)

Figura 1.4: Estimativa de ordem de grandeza do moédulo de Young de diversas classes de
materiais. Adaptado [8].

Desde a sua descoberta por Robert Hooke até os dias atuais, as células sempre
foram alvos de investigagoes cientificas. Considerada como a unidade bésica da vida [20], a
célula em si é uma estrutura complexa composta por numerosos componentes que possuem
propriedades mecanicas, quimicas e bioldgicas distintas [21]. Estando expostas a forgas
mecanicas diariamente, as respostas a essas forcas sao de suma importancia do ponto
de vista cientifico, pois estudos comprovam que uma célula sadia possui uma resposta
diferente comparada a uma célula cancerigena, por exemplo, tendo como conclusao que
este tipo de célula sdo menos rigidas o que pode favorecer o processo de metdstase [22].
Na Figura (1.4), temos um grafico que possui uma estimativa da ordem de grandeza da
elasticidade de diversos materiais, células possuem o médulo de Young compreendido
entre 10? a 10° Pa que por sua vez ¢ menor do que a elasticidade de polimeros, ceramicas
e metais [3].

As primeiras medidas dessas respostas foram realizadas ha mais de 50 anos, e
possuiam discrepancias pois alguns pesquisadores chegavam a resultados que mostravam
que a célula era elastica, enquanto outros pesquisadores mostravam que a célula era

viscosa [2]. Esses resultados contraditérios foram solucionados com o tempo, e hoje sabe-
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

se que tal dualidade ocorre devido ao comportamento viscoelastico das células, ja que
materiais como polimeros sintéticos, madeira e tecidos humanos, o que inclui as células,
exibem este tipo de resposta sejam para pequenas ou grandes deformagoes [23].

A resposta viscoeléstica, além de possuir contribui¢oes das componentes elastica
e viscosas, possui também dependéncia temporal. Para medir tal resposta, é necessario
utilizar instrumentos que sao capazes de tal feito. Ha varios procedimentos para obteé-la,
mas neste trabalho iremos atribuir destaque a Miscroscopia de For¢a Atomica (AFM)
aliada ao Método dos Elementos Finitos (FEM) para simular o contato fisico entre um
indentador e o corpo de prova hiperelastico com geometria e parametros fisicos fornecidos
da literatura. A justificativa para a adocao de um modelo hipereldstico é devido a visco-
elasticidade nao-linear, pois modelos lineares nao sao capazes de descrever corretamente

grandes deformagoes mecanicas de materiais biolégicos [24].

Laser

\_‘ Photodiode

Cantilever
s
y
ol
l -
Piezoelectric &f
translators
é Epifluorescence

microscope

Figura 1.5: Esquema ilustrativo do funcionamento da Microscopia de Forga Atomica.
Fonte: [3].

A microscopia de forga atomica consiste na utilizacao de uma sonda composta
por um cantilever e um indentador, e um sistema ético composto por laser e fotodetector
(Figura (1.5)). As principais vantagens do AFM consiste na sua precisdo nanométrica,
geracao de imagens 3-D, diferenciacao das fases com diferentes viscoelasticidades, além
de permitir a medida das propriedades mecanicas da amostra [25]. E uma ferramenta
versatil e tem se mostrado bastante poderosa no estudo das propriedades mecanicas das

células, dentre os trabalhos realizados podemos citar [26, 27, 28, 29].
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

1.1 Organizacao da dissertacao

Este trabalho consistird na construcao de modelos tedricos com aplicacao do
FEM afim de simular o contato entre um indentador do AFM e célula. Entretanto, é
necessario estudar boa parte da teoria que governa o sistema fisico modelado. Com isso,
no capitulo 2 serd abordado topicos tedricos referentes mecanica dos sélidos como tensao,
deformacao e condicgoes de equilibrio em um corpo.

Os tépicos da Mecanica dos meios continuos possui suma importancia neste
trabalho pois, a principio, pretende-se considerar a célula como um meio continuo e a par-
tir dela trabalhar as tensoes e deformacoes atuantes sobre a mesma. No capitulo seguinte
sera abordado a viscoelasticidade, apresentando conceitos e a abordagem matemaética dos
principais modelos reolégicos idealizados e também aqueles que visam obter o comporta-
mento viscoelastico de materiais reais. Tais modelos consistem na associacao de molas e
amortecedores.

O capitulo 4 sera dedicado a descrever o problema, soluciona-lo e discutir seus
resultados. O foco principal é analisar as propriedades viscoeldsticas de células, essa
analise ocorrerda a partir de modelos implementados numericamente. Para finalizar, no

capitulo 5 serao apresentadas as conclusoes a cerca dos resultados do trabalho.
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Capitulo 2

Teoria da Tensao-Deformacao dos

COrpos

No estudo das propriedades mecanicas, se faz necessario conhecer os conceitos
fisicos importantes que estao envolvidos no mesmo. Neste contexto, na mecanica dos
solidos, estabelecer as relagoes entre tensoes-deformagoes significa determinar a lei cons-
titutiva, do ponto de vista mecanico, de um material. Neste capitulo iremos discutir o
conceito de tensao e deformacao, e defini-los matematicamente com formalismo tensorial.
Além disso, iremos estabelecer a equacao diferencial basica para problemas referentes a

elastostatica e elastodinamica.

2.1 Tensao

Para entender o comportamento mecanico de um dado material, o estudo das
tensoes é indispensavel para a formulagao de leis constitutivas. Essas leis sao relacoes
que envolvem as tensoes atuantes em um corpo, e estao diretamente associadas as carac-
teristicas de cada material que o compoem. Tensao é a forca aplicada em um corpo, e
pode ser classificada em tensao de compressao, tracao ou de cisalhamento [30]. Matema-
ticamente podemos definir a tensao como [31]

oF

F= lim —, (2.1)
0A—=0 § A

sendo 0 A um elemento de area da superficie orientado na direcao n e 0F' a forca atuante

sobre corpo. Considerando um prisma, ilustrado pela Figura (2.1), sob a influéncia de
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uma tensao &)

z3

T

Figura 2.1: Prisma sujeito a tensoes. Adaptado [31].

Podemos representar o estado de tensio &) considerando forcas atuantes so-
bre o prisma infinitesimal ilustrado anteriormente. Logo, utilizando a notagao de Einstein,

temos [32]

5(ei) = crije;-, (22)

ou

U'(ﬁ) = 04T, (23)

7

em que as os indices 7, j indicam o plano de atuacao e a dire¢ao da tensao, respectivamente.

Desenvolvendo a equagao (2.2) no espago tridimensional, temos:

gl = o11€1 + 01263 + 01363 (2.4)
5(62) = 0'216_i + 0'2263 + 0'236_:; (25)
5(63) = Ugle_i + 0'3263 + 0'336_13, (26)

escrevendo sob forma de matriz, podemos representar o conjunto de equacoes anteriores

como .
e o1l 012 013 el
5(63) — | 021 O22 023 € | (2-7)
Fe2) 031 032 033 €3

logo o vetor de tensoes pode ser visto como um operador que age sobre um vetor €;

perpendicular da face do prisma. Este operador é conhecido por tensor de tensoes, que
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por sua vez é de 2* ordem simétrico e pode ser escrito em termos de suas componentes

da seguinte forma:

011 012 013
(o] = | 091 09 093 |- (2.8)

031 032 033
Os elementos da diagonal principal sao designados como tensoes normais, ou
seja, sao componentes do tensor de tensao que sao perpendiculares a superficie. Os
elementos que nao sao diagonais, sao designados de tensoes tangenciais a superficie. Dos
nove elementos da matriz apenas seis sao importantes, pois o tensor de tensao é simétrico

devido a conservagao do momento angular [33].

2.2 Deformacao

Assim como as tensoes, o estudo das deformacoes se faz necessario para for-
mular as leis constitutivas. Complementando o conceito, temos que as equagoes consti-
tutivas sao relacgoes entre tensao-deformacao necessarias para descrever o comportamento
mecanico de um dado material [34].

Em um dado instante inicial ¢, o corpo ocupa uma dada regiao do espaco com
a uma configuracao que por convenc¢ao designamos por configuracao inicial. O corpo é su-
jeitado a agoOes externas e ap6s um tempo t > t, adquire uma nova configuragao chamada
de configuracao atual. Entao, o conceito de deformacao corresponde a mudanca de confi-
guracao inicial, tida como referéncia, para uma configuracao posterior sob a influéncia de
um agente externo que pode ser uma forca, tensao, etc.

Fixando a posicao ¥ de uma particula R do corpo no instante ¢y, apds um
tempo posterior ¢ a particula passara ocupar outra posigao, X , conforme a deformagcao

sofrida pelo corpo continuo. O seu deslocamento u é dado por
i=7—X. (2.9)

Considerando agora duas particulas R e () em um corpo deformavel (Figura
(2.2)), e seja dX o vetor que as une antes da deformacao, e apos a deformacao as particulas

sao unidas pelo vetor d.
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Deformada

Figura 2.2: Configuracao inicial e final de um corpo sujeito a um agente externo. Adap-
tado [31].

A distancia entre dois pontos antes da deformacao é dada por

dS = |dX| = /(dX))? + (dX5)? + (dX5)? = \/dXpd Xy, (2.10)
e apds
ds = |dZ| = \/(dz1)? + (dzy)? + (dz3)? = /dzpdzy. (2.11)

onde k representa o indice mudo, utilizando a convencao de Einstein. Tomando a diferenca

entre os quadrados das distancias, temos:

d82 - dSz = dxkdxk — kaka, (2.12)

—

assumindo Z(X) como sendo uma transformagao continua, e com primeiras derivadas

continuas [31], temos

oxy,
dr, = ——dX; 2.1
T =5 : (2.13)
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onde os termos de ordem superior foram desprezados. Usando na expressao (2.12), temos:

ds? — dS* = gfé dXigi;jde — dXpdX,, (2.14)
ds® — dS? = (2;2 gix’“j - 5Z-j) dX;dX;, (2.15)
ds* —dS* = 2E;dX;dX;, (2.16)
em que J;; ¢ a delta de Kronecker e
B, = % (gﬁg%’“j—%), (2.17)

é conhecido por tensor de deformagao de Green-Lagrange utilizado na descri¢ao lagrange-
ana do sistema, e X; sendo as coordenadas materiais da deformacao. Considerando agora

X (%) como uma transformagao continua, assim como suas derivadas de primeira ordem,

temos:
0X}
dX;, = Z2F da, 2.18
k Ers z ( )
utilizando na expressao (2.12), vamos obter
0Xy . 0Xy
0X; 0Xy,

ds®> —dS®? = (5

- dx;dx;, 2.20
J axz 8333) L x] ( )

ds® —dS* = 2e;dX;dX;, (2.21)
de modo que
1 00Xy 0Xy,
== |0y — — 2.22
=5 < Y O axj) ’ ( )

expressao essa conhecida como tensor de deformacao de Euler-Almansi utilizada na des-

cricao Euleriana do sistema, e sendo x; as coordenadas espaciais da deformagcao. A partir
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de (2.9) podemos definir:

Derivando ambas expressoes, temos

8xk . auk an . auk
90X, ~ ox, " ox, _ ox, o (2.25)

8Xk 693k_8uk_6_%
ox; or; Ou; i ox;’

(2.26)

usando (2.25) em (2.17), temos:

Eij - 5 |:<8Xl +5k1) 7] 51]:| : (2'27)

De (2.23), podemos definir

Oy, _ Ou
0X;  0X;

T b, (2.28)

usando o resultado anterior em (2.27) temos:

. 1 [ 8uk 8uk
E; = 5 _(aX,. - 5,“) (a_Xj + %) — 5,]} , (2.29)
1 _8uk 8uk aUk aUk
B. — = ‘ ‘ S 9
L[ Ou; | Ou;  Ouy Quy
By = 5 0ax, tox, T ax, aXJ ’ (2:31)

e usando as equagoes (2.22) e (2.24), analogamente podemos deduzir:

(2.32)

6ij

B 1 ou; n Ou, B oy, Ouy,
2 |0x;  Ox;  Ox; Oz’

Assumindo a hipétese de pequenos deslocamentos, de modo que o produto

entre as derivadas dos deslocamentos em relacdo as coordenadas sejam despreziveis [35],
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temos que

E’U ~ €ij ~ 5ij7

desaparecendo a distin¢ao entre os tensores de Lagrange e Euler. Desse modo, o tensor

de deformacao se resume a

€ij = 2 (aX] * 8X1> 2 (0$] + aajl) ) <uw +uj,2)7 (2.33)

em que €;; ¢ um tensor de 2* ordem simétrico, em que suas componentes sao dadas
pela expressao (2.33). Em muitos materiais, com diversas aplicagoes de interesse, essa
abordagem nao ¢ valida. No caso de materiais biolégicos, que sao expostos a grandes
tensoes e deformagoes diariamente, é necessario escolher modelos confidveis e apropriados
para descrever seu comportamento mecanico corretamente, geralmente estes modelos sao

hiperelasticos e sao descritos atréaves de fungoes especificas hiperelasticas [30].

2.3 Condicoes de equilibrio

Na abordagem do continuo sao consideradas dois tipos de forgas: volumétricas
e de superficie. As forcas volumétricas sao aquelas que estao distribuidas no interior do
corpo, possuindo uma densidade f de distribuigao [31]. De maneira andloga, temos as
forcas de superficie que atuam em pontos externos do corpo.

Na superficie, o equilibrio é atingido quando a tensao é igual a densidade
superficial de forca, logo:

—

tj = Uijﬁi- (234)

A partir do principio do momento linear

P= / pvdV, (2.35)
14

podemos definir a equacao de equilibrio no interior do corpo. As forgas atuantes no corpo

sao de superficie e de volume, logo a resultante é dada por

F= / fdv + / tds, (2.36)
\% S
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onde f e t sao respectivamente as densidades volumétrica e superficial de forcas. Usando

o fato de que a forca ¢ igual a derivada temporal do momento, temos:

dP , .
i / fdv + / #ds, (2.37)

e usando a relacao (2.35), temos

= — d
/ Fav + / g =2 / pidV, (2.38)
v S dt Jy

em termos das componentes e usando (2.34), temos

d
v s dt Jy

aplicando o Teorema da divergéncia no termo que contém a integral de superficie, vamos

obter o seguinte resultado:

d
v v dt Jy

em que 0;;; corresponde ao divergente do tensor de tensao.

Por defini¢ao, temos [37]

d

- B d . B )
It v V(7 t)dV = /V(t) {% [W(Z,t)] + (Z,t)V - U} dv, (2.41)

conhecido como o Teorema de transporte de Reynolds. Aplicando o teorema citado na

equagao anterior, temos:

[ d
/ (f] + aij,i)dV = / —(pUj) + pvjV . ?7:| d‘/, (242)
V V _dt
[dp "
(fj + Um)dV = —’Uj + pCLj + pUjV U dV, (243)
V V _dt

reescrevendo a expressao anterior, temos

d

o termo entre parénteses do lado direito da expressao é a equagao da continuidade referente
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a massa. Como a massa é conservada e invariante no tempo, a densidade sera constante,

logo o termo referente serd igual a zero. Dessa forma, a equagao (2.44) torna-se

/(fj + 0ij4)dV = / pa;dV (2.45)
1% 1%
ou
9%u
fj + Oiji = p_8t2 . (246)

esta por sua vez é a equagao diferencial parcial (EDP) da elastodinamica e sendo u pontos
do interior do corpo deformével, que para problemas de tensao-deformacao dependentes
do tempo se faz necessario resolve-la. No equilibrio estédtico, temos que a soma das forcas
serd igual a zero de modo que a aceleracao seja nula. Com isso, a equacao (2.46) pode ser

escrita como

fi+0i:=0 (2.47)

expressao essa que estabelece a condicao de equilibrio no interior do corpo.
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Capitulo 3

Viscoelasticidade e Modelos

Reoldgicos

A viscoelasticidade consiste na manifestacao do comportamento elastico e vis-
coso, ambos simultaneos, em um material. Materiais viscoelasticos estao presentes em
nosso dia-a-dia, seja ele sob forma de asfalto, de espumas aplicadas a colchoes e tra-
vesseiros, até materiais bioldgicos, como por exemplo, células. Neste capitulo, além da
discussao sobre o que é a viscoelasticidade, serda mostrado o formalismo matematico e,
também, fisico que esta por detras deste fendmeno. Iremos apresentar também alguns
modelos reolégicos que visam representar o comportamento viscoelastico de um material
real; o principio basico destes modelos consiste em realizar associagoes, seja em série ou

em paralelo, de elementos elasticos e viscosos.

3.1 Viscoelasticidade

Sélidos em geral, para pequenas tensoes, obedecem a Lei de Hooke Generali-
zada [37] dada por
o=c¢ck, (3.1)

onde € corresponde a deformacao e E é o mdédulo de Young. Esta lei pode ser reescrita
da seguinte maneira

e=Jo, (3.2)

em que J é conhecido por compliancia. Da expressao (3.1), percebe-se que a deformagao
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sofrida pelo sélido eldstico nao possui dependéncia direta com o tempo, significa que para
qualquer tensao aplicada o corpo ira se deformar instantaneamente e quando a mesma for
removida, a deformagao torna-se nula havendo assim uma recuperacao instantanea.
Para um fluido newtoniano a tensao é diretamente proporcional a taxa de va-
riacao temporal da deformacao, isto significa que para uma tensao atuante, a deformagcao

aumenta linearmente no transcorrer do tempo, ou seja

de
0 =1 (3.3)

em que a constante de proporcionalidade 1 é a viscosidade do fluido. H& materiais que
sob a aplicacao de uma tensao constante deforma-se instantaneamente no primeiro mo-
mento e aumenta sua deformacao linearmente apds um tempo ¢ enquanto houver tensao
atuante. Apds a remocao da tensao, uma parte é recuperada instantaneamente devido
a contribuicao elastica e outra parte da deformagao é recuperada ao passar do tempo.
Este grupo de materiais sao classificados por materiais viscoeldsticos por apresentarem
este tipo de comportamento descrito, possuindo intimeras aplicacoes e casos de estudos
que variam desde o concreto utilizado em construgoes civis até a bioengenharia com a
confecgao de ossos e tecidos artificiais [33].

Para pequenas tensoes-deformacgoes temos o que chamamos de viscoelastici-
dade linear, a consequéncia fisica direta consiste na analise do comportamento do material
estudado, que sob estas condicoes, apresenta uma relacao linear entre tensao-deformacgao.
Na viscoelasticidade, as equacoes constitutivas sao construidas através de arranjos entre
molas e amortecedores no intuito de modelar o comportamento real do material. Como
nesta classe de materiais hé contribuicoes tanto viscosa quanto eldstica, sua equagao cons-

titutiva pode ter dependéncia do tipo [39].

o=o0(¢g,é), (3.4)

partindo desse presuposto, podemos escrever as equagoes constituitivas como [34]

e(t) = /0 J(t)do(t), (3.5)

ot) = /0 E(t)d=(t), (3.6)
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ou em termos do diferencial de o e €

c(t) = /0 e, (3.7)

o(t) = /0 t B(t)zdt. (3.8)

em que J(t) e E(t) sao fungdes especificas do material. A dependéncia temporal de mate-
riais viscoelasticos manifesta-se atraves de testes de fluéncia e relaxacao. Para a aplicacao
de uma tensao constante no tempo, temos o teste de fluéncia. Por outro lado, quando a
deformagao é constante no tempo temos o que chamamos de teste de relaxacao [10]. Outro
parametro importante é o nimero de Deborah, D,, que consiste em um ntmero adimen-
sional que esta diretamente relacionado a propriedades fisicas de um dado material, por
definigao temos [37]
T

D, = (3.9)
tobs

em que 7, ¢ o tempo de relaxacao do material e £, ¢ 0 tempo de observacao do fenomeno.

A peculiaridade atribuida ao parametro fisico definido anteriormente é decor-
rente dos valores limites e intermediarios de D,., para tempos de relaxacao extremamente
grandes, o numero de Deborah tendera ao infinito, indicando que o material observando
trata-se de um solido elastico. Por outro lado quando o tempo de relaxacao tende a zero,
o parametro em questao também tendera a zero tendo como conclusao que o material ana-
lisado se comportara como um fluido viscoso, e o comportamento viscoeldsticos consistira

para valores intermedidrios entre os limites superior e inferior [22, 41].

3.2 Modelo de Maxwell

O modelo de Maxwell, ilustrado pela Figura (3.1), consiste na associagao de
uma mola e um amortecedor em série, em que o comportamento elastico é representado

pela mola ideal enquanto que o amortecedor representa a parte viscosa [12].

E n
< \NN—+

Figura 3.1: Elemento viscoelastico de Maxwell. Elaborado pelo autor.
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Esta associacao entre molas e amortecedores, como mencionado em secoes
anteriores, ¢ um dos modelos que busca uma idealizacao do comportamento viscoelastico
sendo considerando um dos mais simples [13]. A tensdo aplicada serd a mesma para a

mola e o amortecedor, desse modo temos
op =0, =0. (3.10)

Por outro lado, a deformacao que o sistema sofre serd dada pela soma da

deformagao de cada um de seus componentes:

e(t) = ep(t) + (1), (3.11)

derivando a expressao acima em relagdo ao tempo e usando as expressoes (3.1) e (3.3)
vamos obter a seguinte equacgao diferencial
o o
Et) ==+ —, 3.12
0)="5+7 (3.12)
que pode ser resolvida de acordo com as condigoes iniciais. Para o teste de fluéncia, onde

aplicamos uma tensao constante, logo ¢ = 0 de modo que

{(0=""" (3.13)

Multiplicando toda a expressao por E, temos

Edﬂ-a%, (3.14)

tomando 7, = %, a equacao diferencial torna-se

Es(t) = —, (3.15)
cuja solucao sera do tipo

e(t) = Ta?gt te (3.16)

Na aplicacao de uma tensao constante no modelo de Maxwell, temos que a

mola ird se deformar instantaneamente enquanto que o amortecedor levarda um tempo
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para reagir [10]. Aplicando esta condigao inicial em (3.11) e igualando com a expressao
(3.16) para t = 0, a constante ¢ serd igual a
c=—, (3.17)

logo a solugao geral sera [11]

(o) 0o
€(t) = E—Fﬁt,

0o t

et) = % (1+T—T). (3.18)

Para o teste de relaxacao, temos a aplicacao de uma deformacao constante no

tempo. De modo que a equagao (3.12) se resuma a

o(t) = —0<t), (3.19)

cuja solucao é

o(t) = exp (—it) x ¢, (3.20)

Tr

onde ¢ é uma constade de integracao. Em t = 0, a tensao aplicada é devido a contribuigao
eldstica, entao aplicando esta condigao inicial em (3.20) e igualando a (3.1) para encontrar

a constante, a solucao geral da equagao diferencial para o teste de relaxagao sera

o(t) = eo E exp (i) . (3.21)

Tr
Comparando as expressoes (3.21) e (3.16) com (3.1) e (3.2), respectivamente,

a funcao de fluéncia e de relaxacao especifica para o modelo de Maxwell serao dadas por
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E(t) = Eexp (—) (3.22)

t

-+ - 3.23
Bt (323)
De posse das funcoes de relaxacao e fluéncia, podemos reescrever as equacoes
constitutivas em sua forma integral. Substituindo os resultados anteriores nas equacoes

(3.7) e (3.8), obtemos

(1) = /0 t (% + %) sdt, (3.24)

ot) = E /0 Cexp (;—t) cdr. (3.25)

Quando um elemento de Maxwell é submetido a uma tensao constante, ha uma
resposta imediata da mola. A Figura (3.2-A) mostra o comportamento de um elemento
viscoelastico de Maxwell para testes de fluéncia. A componente elastica fornece um salto
inicial, e uma resposta linear para ¢t > 0. No tempo 71, a tensao é removida e a mola
mais uma vez responde instantaneamente, enquanto que o amortecedor é o responsavel
por manter a deformacao constante, pois para que o mesmo sofra uma deformacao é

necessario aplicar uma tensao, como mostra a terceira lei de Newton para a viscosidade.

A) B)
e o(t)
o) EoE
FE
@
FE
0 1 t 0 t

Figura 3.2: Comportamento de um elemento viscoeldstico de Maxwell para testes de A)
fluéncia e B) relaxagao. Elaborado pelo autor.

Para o teste de relaxagao, a expressao (3.21) é uma exponencial descrescrente
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pois quando uma deformacao constante é aplicada, a tensao diminui progressivamente

tendendo a zero; este comportamento ¢é ilustrado pela Figura(3.2-B).

3.3 Modelo de Kelvin-Voigt

O modelo de Kelvin-Voigt, ilustrado pela Figura (3.3), consiste na associagao

em paralelo de uma mola com um amortecedor.

E

AW

U

Figura 3.3: Elemento viscoelastico de Kelvin. Elaborado pelo autor.

Neste modelo, o amortecedor impede a deformagao instantanea da mola. As

deformagoes sofrida pelo elemento elastico e viscoso serao

e(t) = ep(t) = g,(t), (3.26)

enquanto que a tensao total sera igual a soma das tensoes aplicada na mola e no amorte-

cedor

o(t) = op(t) + o,(t). (3.27)

Usando novamente as relacoes (3.1) e (3.3) temos

o(t) = Ee(t) + ne(t). (3.28)

Dividindo a expressao (3.28) por F

o(t) n .
e fazendo \; = £, fica
—J(t) =e(t) + \;é(t) (3.30)
= SE(T). .
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A EDO (3.30) é homogénea de primeira ordem, logo sua solugdo é do tipo
S = 5,+S5p, onde S, e S}, sao, respectivamente, a solugao particular e solu¢ao homogénea.

Para S5 temos
e(t) +Xje=0, (3.31)

cuja solucao é

£(t) = cexp {_ﬂ . (3.32)

Para S, temos que £(¢) = 0 substituindo na equacao (3.30), vamos encontrar

t) = — 3.33
e = 2. (333)
cuja solucao geral é
t
e(t) = % +cexp {_Yj] , (3.34)

para t = 0, £(0) = 0, logo ¢ é igual a —%2. Entao a expressao completa para o modelo de

e(t) = % {1 — exp (;—j)} , (3.35)

com a funcao de fluéncia especifica para este modelo sera igual a

J(t) = % {1 —exp C—t)} , (3.36)

J

Kelvin é

o parametro A; é conhecido por tempo de retardacao do material, quanto menor esse

parametro mais rapido se desenvolvem as deformacoes por fluéncia.
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~Y

Figura 3.4: Comportamento de um elemento viscoeldstico de Kelvin para testes de
fluéncia. Elaborado pelo autor.

O grafico referente ao modelo de Kelvin é representado pela Figura (3.4).
Aplicando uma tensao constante, a deformacao é incrementada no tempo. Quando t =
71 a tensao é removida, como a mola possui resposta instantanea, ela faz com que o

amortecedor retorne ao seu estado inicial.

3.4 Modelo do sdélido linear padrao

O modelo do sélido linear padrao, ilustrado pela Figura (3.5), consiste em um
elemento de Maxwell em paralelo com uma mola. Dos trés modelos apresentados, este é
o que descreve melhor o comportamento mecanico de um corpo viscoelastico, dado que
o modelo de Maxwell possui limitacao no teste de fluéncia e por outro lado o modelo de

Kelvin tal limitagao estd relacionada aos testes de relaxacao.

Figura 3.5: Modelo do sélido linear padrao. Elaborado pelo autor.

O principio fisico empregado é o mesmo com a mola perfeitamente elastica

obedecendo a lei de Hooke e o amortecedor limitando a deformagao do sistema com uma
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atrito interno, cujo chamamos de viscosidade, com uma velocidade proporcional a tensao
aplicada em um dado instante ¢. Fazendo uma analogia com os circuitos elétricos, temos
que a tensao aplicada o é equivalente a corrente que atravessa o circuito. De modo que ao
encontrar um ramo a mesma se divide em oy e 0. Estas tensoes provocam deslocamentos
tanto no elemento de Maxwell quanto na mola, de modo que o deslocamento total no

sistema seja dado por

€ =¢€1 + &9, (3.37)

e de maneira analoga para a tensao, temos

o =01+ 09 (3.38)

Partindo do elemento de Maxwell, temos que para este elemento viscoelastico

a sua EDO ¢é dada por

. 02 09
£E= =4 —, 3.39
Ey n ( )
usando
0 =01+ 09 (3.40)
temos
. ) . by
g = E18 + E2€ — — 09, (341)
n

reorganizando a expressao anterior, vamos obter
. E,+FE :
oy + D 5= (1—2> né (3.42)

usando o9 = 0 — 07 e sabendo que o; obedece a lei de Hooke, temos

n . Ei+ Ey\ .
- E —~ 5= !
0~ et 5o < £ >ns, (3.43)
logo
n . Ei+ Ey\ .
— =n|———7 Ee. 44
E20+0 77( 2 >€+ 1€ (3.44)

A equagao (3.44) é a EDP correspondente ao modelo do sélido linear padrao,

que pode ser utilizado tanto em testes de fluéncia quanto em testes de relaxacao. Para
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este modelo, temos que o tempo de relaxagao serd dado por

n
r f— _—. ¢4
T, 2 (3.45)

3.5 Generalizacoes dos Modelos de Maxwell e Kelvin

Os modelos de Kelvin e Maxwell sao adequados para analise conceitual e qua-
litativa, mas geralmente sao insuficientes para a representagao quantitativa de materiais
reais [34]. Entao, se faz necessdrio realizar combinagoes mais complexas com molas e
amortecedores no intuito de modelar materiais reais, visto que o comportamendo vis-
coelédstico desta classe de materiais nao pode ser descrito através de modelos simples e
idealizados [23]. Uma alternativa que tem se mostrado bastante 1til é a generalizac¢ao dos
modelos de Maxwell e Kelvin.

Proposto por Wiechert [13], o modelo de Maxwell generalizado, ilustrado pela
Figura (3.6), consiste na combinagdo de N + 1 elementos constituintes em paralelo, ou
seja, N elementos de Maxwell e 1 mola isolada para garantir o comportamento de sélido

elastico [10].

T|1 n2

Figura 3.6: Modelo de Maxwell generalizado. Fonte: [40].

Escrevendo a equagao (3.12) para um elemento genérico de Maxwell  na forma

Oe(t) (10 1
ot - (Ea + E) Or, (346)

de operador

neste modelo, a tensao total é dada pela soma entre a tensao da mola isolada (04) € 0

termo referente aos elementos genéricos de Maxwell (o), ou seja

o(t) = <Eoo + ﬁ%) e(t), (3.47)

r=1 FE, Nr
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e a funcao de relaxacao para este modelo é a soma entre as fungoes de relaxagao da mola

(E) € a dos elementos genéricos de Maxwell (E))
E(t) = E(t)oo + E(t)m

—1

E(t) = Eso+ é E, exp {?} : (3.48)

no qual o tempo de relaxagao é dado por T, = . Para a determinacao da funcao de
s

fluéncia, a equacao (3.47) deverd ser resolvida para . Neste modelo a relaxagdo nao
ocorre em um tempo exato, e sim em uma distribuicao temporal devido a contribuicao
de cada elemento que compoe o sistema. Segmentos moleculares longos possuem tempos
de relaxacao maiores consequentemente irao contribuir mais para essa distribuicao de
relaxacdo, assim como cadeias curtas fornecem uma contribui¢do menor [15].

O modelo de Kelvin generalizado, ilustrado pela Figura (3.7), é composto
por N elementos de Kelvin mais uma mola isolada em série para garantir a deformacao

instatanea do modelo [10].

E g
0 E E

1 n

Figura 3.7: Modelo de Kelvin generalizado. Fonte: [40].

A tensao sera mesma para todos, enquanto a deformacao total corresponde
a soma das deformagoes internas de cada elemento que compde a cadeia [34]. De ma-
neira analoga ao modelo de Maxwell, podemos escrever uma expressao para um elemento

genérico para tensao:

o,(1) = (E i n%) S (1), (3.49)

logo a deformagao total serd

(1) = (Eio + Zl m> o (t). (3.50)
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A funcao de fluéncia sera igual a soma das fungoes de fluéncia referente a mola

isolada e aos elementos genéricos de Kelvin. Entao
Jt) = I+ (),

1) = Eio—l—iEir{l—exp b—t}} (3.51)

r=1

no qual 0, = g—: é o tempo de retardacao do modelo generalizado de Kelvin. A funcao
J, determina a magnitudade total da fluéncia em termos de cada tempo de retardacao
0, [11], e para encontrar a fungao de relaxagao basta resolver a equagao diferencial (3.50)
para o. Devido as dificuldades matematicas impostas, poucos problemas reais podem
ser resolvidos analiticamente, logo, para a resolucao de problemas mais complexos, se

faz necessario o uso de ferramentas computacionais apropriadas que ajudam a resolver o

problema numericamente.
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Capitulo 4

Descricao do problema, resultados e

discussoes

Neste capitulo ha a construcao de um modelo hiperelastico que visa simular
uma célula. Para isto, fizemos uso do Método do Elementos Finitos (FEM) no intuito de
resolver problemas de tensao-deformagao numericamente. O modelo consiste basicamente
em uma célula, cuja propriedades fisicas utilizadas baseia-se em dados disponiveis na
literatura, em contato com uma esfera, que por sua vez representa uma bead de AFM. A
bead desce aplicando uma indentacao? ¢ definida na célula e a partir dos experimentos

simulados, construimos a curvas de forcas e curvas de relaxacao.

4.1 Descricao do problema e metodologia

Neste trabalho estuda-se o comportamento viscoelastico de células através de
simulagoes computacionais. Para isso utiliza-se um software que resolve o problema com
a aplicagdo direta do FEM (ver apéndice A). Nos capitulos anteriores definiu-se, tanto
conceitualmente quanto matematicamente, tensao e deformacao a partir da abordagem
do continuo. Esta abordagem mostra-se bastante 1til quando consideramos o corpo sem
espagos vazios [31]. Desse modo, células podem ser modeladas como um meio continuo
desde que sua escala de tamanho seja grande o suficiente comparada as dimensoes das
microestruturas [J].

Para o presente trabalho inicialmente simulamos com um modelo axissimétrico,

2Corresponde a profundidade de penetracdo de uma bead de AFM em um dado material.
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pois assim iremos distribuir a tensao uniformemente no topo da célula sem quebra de si-
metria. A célula estd fixada em um substrato rigido e o movimento do cantilever serd
somente vertical, com a aplicacao de pequenas e grandes indentacoes no intuito de obter
a resposta mecanica do material simulado. Apds uso do modelo axial, construimos mo-
delos 3-D no intuito de quebrar a simetria, realizando indentagoes em pontos distintos da
célula. Além disso, construimos também um modelo eliptico cuja finalidade é verificar a
influéncia da geometria. Como estamos resolvendo problemas de tensao-deformagao de
corpos, iremos fazer uso do FEM para resolver numericamente a EDP da elastodinamica,

a equagao (2.46), ou seja

9*u

fi+ 0 = P
Os parametros fisicos utilizados na construcao do modelo foram definidos base-
ados em dados experimentais disponiveis na literatura. Para modelagem de componentes
biolégicos sera utilizada a descri¢ao hipereldstica (ver apéndice B) para construir um mo-
delo viscoelastico afim de simular células. Trabalhando com a formulagao hiperelastica,
podemos obter uma aproximagao mais proxima possivel da real, visto que é o mais indi-

cado para trabalhar com aplicagoes de FEM em Fisica bioldgica [16].

4.2 Construcao do modelo

4.2.1 Definicao da geometria e dos parametros fisicos

Inicialmente, temos que definir uma geometria a ser utilizada durante a si-
mulacao. A principio, iremos modelar uma célula com duas geometrias distintas entre si,
no qual iremos chamar de geometria A e geometria B, ambas geometrias sao ilustradas
pela Figura (4.1). As propriedades geométricas sdo as mesmas para ambas cuja altura
serd igual a 8 um e raio da base de 30 pm, com o ntcleo cujo diametro é 2 ym em contato
com uma bead esférica de raio 5 um. Células, na realidade, nao possuem uma geometria
padronizada sendo que as mesmas podem possuir tamanho, forma e geometrias distintas
e irregulares. A geometria A levara em consideracao a regiao das bordas que pode possui
espessuras que variam entre 1 ym a 4 um, por outro lado, a geometria B consiste em uma

secao de uma elipse que representa o citoplasma.
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Dessa maneira, iremos fazer um total de 5 simulagoes para cada geometria com
a posicao da bead variavel cujo valores serao xpeqq = 0, 5, 10, 15 e 20 um com o objetivo de
construir curvas de forca versus indentagao. Tanto na geometria A quanto na B realizamos
indentagoes de 0,8 pum para todas as posicoes Tpeqq, além disso fizemos também para a
geometria A indentacoes cuja profundidade corresponde a 10% da espessura L indentada,

afim de verificar a influéncia da borda fina.

Thead o Thead

Figura 4.1: Esquema ilustrativo das geometrias utilizadas na construgao do modelo hipe-
reldstico, em que a esfera azul sobre a superficie celular representa a bead de AFM nas
posi¢oes Tpeqq = 0 pm (linha tracejada) e peeq = 20 pm (linha sélida). Elaborado pelo
autor.

Apoés a construgao da geometria, é necessario definir os parametros fisicos e
materiais dos corpos envolvidos na simulagao. Com base em leituras de diversos materiais
disponiveis no acervo, para esta modelagem utilizamos E,,. = 5000 Pa [17], E., = 1400
Pa [13], v = 0,5 (incompressivel), p = 1000 Kg/m? e para a bead temos [19] Epeqq = 7,31
GPa, v = 0,17 e p = 2203 Kg/m?. Como estamos considerando a célula como um meio
incompressivel e neo-hookeano, a fungao de densidade de energia sera dada pela expressao

(B.20). Para determinar o parametro u do citoplasma e do ntcleo basta utilizar

E

ST (4.1)

M =

Como o nticleo é muito menor que o citoplasma e com uma rigidez acentuada,

a viscoelasticidade nao foi atribuida ao mesmo. Por outro lado, o citoplasma é o ente
que detém boa parte da resposta viscoelastica, sendo assim foi atribuido um tempo de

relaxacao 7 igual a 0,5 s, cujo o modelo implementado foi o sélido linear padrao.
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4.2.2 Condigoes de contorno

As condicgoes de contorno seguirdao o padrao de um experimento de AFM:
célula sob um substrato e um indentador descendo na vertical em direcao a amostra.
Desse modo, definimos a base da célula como fixa, ou seja aderente ao substrato rigido
e a bead com movimento somente no eixo z no sentindo negativo. A bead é considerada
perfeitamente elastica, esférica e rigida de modo que nao sofra deformacao em contato
com a célula. Como é um problema que exige contato, foi criado um contact pair entre
a superficie da bead e a superficie da célula, formando uma uniao do tipo Assembly para
que isto seja possivel. A bead desce com uma velocidade de 1 pm/s permanecendo em
contato com célula durante 10s.

Nas Figuras (4.2) e (4.3) temos o mesh construido de uma célula viscoeldstica
e ao lado o seu respectivo resultado. No ponto onde ocorre o contato note que ha uma
concentracao maior de elementos de mesh, ou seja, o mesmo nessa regiao é mais refinado

pois € o local em que tem a maior tensao e deformagao da célula.
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Figura 4.2: Malhas construidas com seus respectivos resultados para diferentes posicoes
da bead - geometria A. Elaborado pelo autor.
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Time=10s

Figura 4.3: Malhas construidas com seus respectivos resultados para diferentes posigoes
da bead - geometria B. Elaborado pelo autor.
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4.3 Discussao de resultados

4.3.1 Obtencao dos parametros elasticos e viscoelasticidade

E possivel obter uma estimativa dos parametros elasticos a partir do modelo
de Hertz, entretanto este modelo possui uma abordagem voltada a corpos eldsticos li-
neares de espessura semi-infinita e sabe-se que células sao viscoelasticas, com dimensoes
finitas e que podem esta suscetiveis a grandes tensoes e deformagoes. Entretanto diver-
sos autores adaptam este modelo, a partir de condices a serem satisfeitas para que seja
possivel aplica-lo adequadamente afim de obter o valor do médulo de Young da amostra
viscoelastica analisada.

Uma das principais premissas do modelo de Hertz consiste que o material
seja linearmente elastico, ou seja, que satisfaca a lei de Hooke. Materiais biolégicos nao
possuem natureza linear e para contornar a linearidade exigida pelo modelo de Hertz,
bastar aplicar uma indentacao cuja profundidade seja de 5% a 10% da espessura do local
indentado.

A geometria da bead também influencia no processo, para sondas piramidais,
por exemplo, ha um controle menor da area de contato e temos que levar em consideragao
que a tensao aplicada em um ponto é inversamente proporcional a area, o que pode oca-
sionar possiveis respostas nao-lineares. Para contornar e sanar tal problema é comum
utilizar beads esféricas, obtendo um controle maior da &rea de contato pois a pressao apli-
cada é melhor distribuida nesta drea [22]. Na Figura (4.4) temos uma se¢ao dos modelos
axial-simétrico utilizados, a indentacao foi em torno de 0,8 pym para uma espessura de 8
pm no ponto central utilizando uma bead esférica.

A segunda refere-se a composicao do corpo, ela requer que o corpo viscoeldstico
seja isotrépico e homogéneo. Como estamos trabalhando com a formulagao do continuo,
estamos ignorando o fato de que células sao meios heterogéneos compostos por organe-
las, filamentos de citoesqueleto e assumindo de vez que toda a célula possui a mesma
composi¢ao e densidade.

A terceira requer que a forga aplicada seja estatica. Até o presente momento, os
modelos construidos e simulados consistiram na aplicagao de uma forca estatica. O termo
estatico refere-se a uma forca nao oscilatéria, no qual a bead move-se verticalmente até

uma profundidade ¢ preestabelecida e constante, neste processo a bead encosta, penetra
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Figura 4.4: Em (A) temos a deformagao dos elementos de mesh da geometria A, para o
ponto central, e ao lado temos o zoom na érea de contato. Em (B), de maneira analéga,
temos a deformagao dos elementos de mesh da outra geometria utilizada. Elaborado pelo
autor.

e permanece em contato com a amostra, de modo que a evolugao da forga aplicada sob a
célula no tempo dependa exclusivamente do processo de relaxacao decorrente do rearranjo
moleculares do corpo viscoeldstico.

A obtengao do médulo de Young foi realizada a partir dos ajustes de curvas
de forga-indentagao, ilustradas pela Figura (4.5), e a partir delas e de sua inclinagao,
podemos calcular os parametros elasticos.

Sabemos que [50)]

4 ERY?

F@) 3(1—v?)

5%/ (4.2)

em que F e v sao, respectivamente, o modulo elastico e o coeficiente de Poisson da amostra,
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Figura 4.5: Curvas de forga-indentagao - geometria A. Elaborado pelo autor.

R o raio da bead e § a profundidade de indentacdo. Podemos resumir (4.2) através de

F(6) = C§3/? (4.3)
em que C' é uma constante e pode ser vista como o coeficiente angular da reta, igual a

4 ER?

quando plotado o grafico I versus 6*/?. Podemos reescrever (4.3) para uma relacdo mais
geral do tipo
F(5)=Com (4.5)

de modo que n e C' dependem da geometria do indentador utilizado. No AFM podemos
utilizar outras geometrias referente a sonda, como a conica por exemplo, logo a forca

aplicada sobre a amostra nesta situagao serda dada por [27]

2

F((S)Cone = %m

tan ad?. (4.6)

em que « ¢ o angulo de abertura do cone. Como estamos usando a geometria esférica,
a equacao assumida para o célculo do médulo de Young serd (4.3) com C' dado pela

expressdo (4.4). Entdo, a principio, temos que transformar a coordenada & para §%/2 para
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obter uma linearizacao do grafico, e apds esta transformacao de coordenada, utilizarmos

a regressao linear para obter as retas de ajuste (Figura (4.6)) e suas equagbes com seus
. . / . ! ~ . .

respectivos coeficientes angulares C'. Como os coeficientes C' e C" sao iguais, podemos

calcular E utilizando
!

E= x 10° 4.7
3,91 (47)
T I T I T I T
+++
| Posicéo x da bead 7]
15 +5
o Oum -I-j-b
O S5Sum 4},_i'
i 10 # 1
um 2z
_ o 15um 4__(*'
z 10 + 20 um as =
£ — - Ajuste /+ﬁ 0990
s, ! o 5
2t
=
5 -
O -

Figura 4.6: Ajuste linear para curvas ilustradas pela Figura (4.5) - geometria A. Elaborado
pelo autor.

No total foram 5 retas de ajustes referentes a cada posicao analisada. A

equagoes obtidas a partir da regressao linear foram

e Para o centro (z = 0 pm)

y = —0, 34387 + 8, 5878, (4.8)
e Para x =5 um

y = —0,11493 4+ 9, 0577 (4.9)
e Para x = 10 pum

y = —0,48951 + 11,224z, (4.10)
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e Para z =15 um

y = —1,4115 + 14,525z (4.11)

e Para z = 20 ym

y = —2,096 + 25, 337z, (4.12)

a partir delas, usando os coeficientes angulares, encontramos os E, utilizando (4.7).
Fizemos o mesmo processo, utilizando a mesma geometria, para indentacoes
cujo a profundidade é aproximadamente 10% da espessura do local analisado. A Figura
(4.7) corresponde ao ajuste linear para § = % pm, em que L corresponde a espessura
do local indentado, note que para pontos exteriores ao nucleo a indentacao aplicada é

pequena o suficiente afim de minimizar os efeitos do substrato.

T | T | T T D
- Posicao x da bead oppop T
51 0 Opm GDEP P —
O 5um 099
10 um P

o 15um OOQCP _

20 pm

~
I
+

For¢a (nN)
W

[\

| L | 1
0,2 0.4 0,6
32

& "(um)

Figura 4.7: Ajustes lineares para curvas de forga-indentagao com § = 1% pm - geometria
A. Elaborado pelo autor.

A Figura (4.8) mostra a evolugdo do médulo de Young de acordo com o ponto
indentado, sendo menor para regioes centrais préximas do ntcleo e maior na regiao pe-
riférica. Quanto maior for §, maior sera o valor de E medido pois o substrato atua de
modo a aumentar a rigidez do citoplasma sendo mais notavel em regioes periféricas, que
sao bem mais finas comparada a regioes centrais, como mostram as curvas de indentacao

obtidas na simulagao.

52



CAPITULO 4. DESCRICAO DO PROBLEMA, RESULTADOS E DISCUSSOES
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Figura 4.8: Evolucao do médulo de Young de acordo com o ponto analisado - geometria
A. Elaborado pelo autor.

Forca (nN)
~
T

532 (um)

Figura 4.9: Retas de ajuste - geometria B. Elaborado pelo autor.

A geometria eliptica influencia significativamente os resultados, pois com § =
0.8 pm para esta geometria o resultado obtido é completamente diferente da geometria
A. As retas de ajustes (Figura (4.9)) sdo quase coincidentes, logo podemos observar a

influéncia da geometria sobre o resultado [51, 52]. O que ocorre é um pequeno aumento
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da rigidez na area central, o que pode ser justificado pela presenca do nitcleo, enquanto
que para areas periféricas a auséncia do ntucleo é contrabalanceada pela manifestacao
da condicao de contorno ocasionada pelo substrato. Como as espessuras da borda neste
modelo sao aproximadamente iguais, as retas de ajustes para pontos mais exteriores ao
nicleo, ou seja Tpeqq > 0 pum, possuem inclinacao aproximadamente iguais e consequente-

mente os médulos eldsticos desses pontos sao muito proximos.

Forca (nN)

Tempo (s)

Figura 4.10: Curvas de relaxacao para regiao central xp.qq = 0 pm e regiao citoplasmatica
oM Tpeqq = 10 um - geometria A. Elaborado pelo autor.

A) B)

Figura 4.11: Campo de tensao no ponto de contato da célula viscoeldstica.A) Em ¢ = 0.8
s a tensao estatica é aplicada. B) Apds 10 s de aplicagao, temos que a forca aplicada
decai devido a reorganizacoes moleculares que visam restabelecer o equilibrio no interior
do corpo. Elaborado pelo autor.

A viscoelasticidade, quando aplicada uma forca estatica, é observada quando
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plotamos o grafico da forca aplicada em fungao do tempo. O desenho da curva carac-
teristica (Figura (4.10)) destes tipos de materiais é decorrente da relaxagdo do material
devido a reorganizacao de suas moléculas, de modo a acomodar a forca aplicada. Na
Figura (4.11), podemos observar o campo de tensao da célula viscoeldstica, onde a tensao
é maxima nos instantes iniciais e sua intensidade decai com o passar do tempo.

O resultado para as curvas de relaxacao do modelo A, segue a tendéncia do
resultado obtido por [51, 52]. O principal diferencial entre os modelos construidos estd
relacionado ao modelo viscoelastico utilizado. Como nas curvas de forga-indentagao, as
curvas de relaxacao também sao influenciadas pela profundidade de indentacao 4. Na
medida que 0 é aumentado, os efeitos viscoelasticos sao mais visiveis, como reflete as

curvas de relaxacao exibidas na Figura (4.12).

T I T I T I T I T
20 -
> 15 — §=04pum
£ L — 0=1um
Sn d=2um
S 10f .
5_ \
Y 1
O 1 I 1 I 1 I 1 I 1
0 2 4 6 8 10

Tempo (s)

Figura 4.12: Curvas de relaxacao para diferentes profundidades de indentacao 9, sendo
todas realizadas para Tp..q = 0 um - geometria A. Elaborado pelo autor.
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4.3.2 Variagao da rigidez citoplasmatica

Utilizando a geometria A, foi estipulado um valor de referéncia G do médulo de
cisalhamento do citoplasma cujo valor € igual a 466,67 Pa. A partir dele, foram realizadas
uma série de simulagoes utilizando a geometria do modelo A, variando tanto para mais
quanto para menos em relacao a G.
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Figura 4.13: A) A cada variagao do valor G do cisalhamento, uma nova curva de forga é
plotada. B) Ajuste linear para as curvas de forca obtidas, com Zpe,q = 0 pm. Elaborado
pelo autor.
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Aumentando ou diminuindo a rigidez citoplasmatica, podemos observar a
existéncia de uma curva caracteristica para cada valor correspondente ao médulo de ci-
salhamento (Figura (4.13)). Doengas e outra série de fatores sdo capazes de alterar a
rigidez do citoplasma, entao utilizando uma técnica apropriada de medida de elasticidade
que possa detectar tais mudancas, como o AFM por exemplo, pode-se estabelecer uma

possivel “assinatura” mecanica de uma tnica célula doente [22].

4.3.3 Curvas de histerese

Quando aplicamos uma forga oscilatoria em materiais viscoelasticos, os mesmo
sao capazes de armazenar e dissipar energia. A energia dissipada esta relacionada a
caracteristicas viscosas do material e em medidas realizadas com AFM, histereses podem
indicar a presenca de viscoelasticidade. Geralmente estas curvas aparecem quando é
realizado um ensaio ciclico e estd diretamente relacionada ao tempo de relaxacao do
material, entretanto a histerese também esta relacionada com o tempo de realizagao do
experimento.

Para o modelo implementado, utilizamos uma funcao periédica senoidal sendo
a frequéncia f igual a 0,1 Hz e a amplitude de oscilagao igual a 0, 8 pm durante o intervalo
de tempo de 10 s. A geometria e os parametros fisicos utilizados na simulagao foram os
mesmos atribuidos a geometria A, descrito na secao 4.2.1, com excecao dos tempos de
relaxacao utilizados, pois o intuito foi observar o comportamento da curva de histerese
quando o mesmo ¢ variado. Utilizamos trés tempos de relaxagao distintos entre si, cujo
valores sao iguais a 7. = 1, 5 e 10 s.

As curvas de histerese da Figura (4.14) mostram que a viscoelasticidade de-
pende do tempo de execucao do experimento, quando comparado ao tempo especifico do
material. A partir dos resultados obtidos, podemos afirmar que quanto menor o tempo
de relaxacao maior serd a area de histerese, para um tempo de experimento ¢t de 10 s.

O comportamento da célula, durante o intervalo de tempo de execucao do
experimento, pode ser melhor explicado com o uso do niimero de Deborah D, definido
em (3.9). Para D, tendendo a zero, temos o comportamento de um fluido newtoniano
por outro lado para valores extremamente grandes temos o comportamento de um sélido
elastico, com a energia dissipada sendo a menor possivel e consequentemente uma area

de histerese menor.
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o

Forga (nN)
(8]

3 (um)

Figura 4.14: As curvas acima sao para 7, = 1,5 e 10 s, representadas, respectivamente,
pelas cores azul, vermelho e preto. Para um tempo de experimento ¢ igual a 10 s, o modelo
que possui o menor 7, tem o comportamento de fluido predominante, por outro lado o
modelo que possui maior 7, tem o comportamento predominante de um sélido elastico.
Elaborado pelo autor.
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Consideracoes finais

Neste trabalho foram construidos e analisados modelos que visavam representar
células. Observamos, através das curvas obtidas, que a resposta viscoelastica varia de
acordo com a geometria utilizada, do ponto analisado e da profundidade de indentacao.
Além disso, essas curvas podem variar de acordo com o tipo de célula e do estado de
saude da mesma, levando em consideracao que também foram realizadas simulagoes com
diferentes parametros de rigidez citoplasmatica. Estes parametros, na realidade, variam
de acordo com a célula e também podem sofrer alteragoes quando ha anormalidades
causadas por fatores patologicos. O cancer, por exemplo, é capaz de alterar a elasticidade
das células e o AFM por sua vez é totalmente capaz de detectar tal mudanca.

O uso do método dos elementos finitos (FEM) mostrou-se uma ferramenta
eficaz para a modelagem de células. A partir do resultados da simulac¢oes, conseguimos
plotar curvas que geralmente sao obtidas com o uso de aparato experimental, que para o
presente trabalho, curvas de AFM. Algumas dessas curvas sao caracteristicas de materiais
viscoeldsticos, como as curvas de relaxacao e histereses, foram obtidas facilmente com o
uso adequado do FEM através da construcao e implementagao de um modelo hiperelastico.
Além de células, outros materiais biolégicos podem ser modelados utilizando estes mode-
los tedricos, ressaltando que quanto mais parametros exigidos durante a implementacao,
maior sera a necessidade de dados experimentais.

Células, na realidade, sao materiais bastantes complexos devido ao seu papel
desempenhado em um organismo pois constantemente ha trocas entre estimulos mecanicos
e bioquimicos. O que foi realizado neste estudo foi uma simplificagao através do uso da

abordagem do continuo. Resumimos a estrutura complexa de uma célula a um modelo
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hiperelastico, implementando-a como um soélido neo-hookeano, entretanto tal modelagem
nao deve ser a unica metodologia quando a intencao € investigar as propriedades reolégicas
de células, portanto se faz necessario utilizar também o aparato experimental, para assim
entao poder prever e estabelecer tais propriedades. Os dados utilizados em simulagoes sao
adquiridos a partir de ajustes de graficos decorrentes do processo de medidas, entao se o
resultado da simulacao se aproxima do resultado experimental, as propriedades mecanicas

de uma célula podem ser estabelecidas.

Perspectivas Futuras

Para os préximos trabalhos, pretende-se realizar simulagoes com o teste dinanico
mais detalhado, com a anédlise da desafagem entre tensao-deformacao para calcular os
parametros elasticos e viscosos. Além disso, construir modelos que considerem um subs-
trato deformavel, pois neste trabalho consideramos as células como aderentes a uma su-
perficie rigida e nem sempre isto acontece na realidade.

O método dos elementos finitos possui e pode ser utilizado na resolucao de
diversos problemas fisicos e pretedemos utiliza-lo em outras aplicacoes de interesse da
Fisica biolégica, como por exemplo, na andlise das propriedades mecanicas dos scaffolds,
que sao bastante utilizados na regeneracao de tecidos e 6rgaos. E uma drea nova, pouco

explorada e tem potencial cientifico devido a grande aplicabilidade do seu objeto de estudo.
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Apeéendice A

Sobre o Método dos Elementos

Finitos: uma breve discussao

Problemas fisicos, geralmente, sao descritos por equacoes diferenciais que po-
dem ser ordinarias ou parciais. Essas equagoes, podem ser resolvidas analiticamente,
quando possivel, entretanto para um problema real resolvé-lo analiticamente pode ser
uma tarefa dificil. No contexto da mecanica dos sélidos, a geometria pode dificultar a
resolucao de problemas via calculo analitico devido a tensao e deformacao serem campos
que estao distribuidos sobre a superficie do corpo deformével e podem variar de ponto
a ponto e consequentemente possuem um ndmero infinito de solugoes [33], entao para
estes problemas é comum fazer uso de ferramentas computacionais, como o Método dos
Elementos Finitos (FEM), para resolvé-lo numericamente.

O Método dos Elementos Finitos (FEM) consiste em um método computa-
cional desenvolvido por engenheiros que inicialmente foi projetado para a andlise de
tensoes [D3]. Nesta metodologia, ha um objeto continuo chamado de dominio, o qual
é discretizado em elementos menores formando uma malha (Figura (A.1)). A partir dos
deslocamentos dos nés, que compoem os elementos da malha, as tensoes e deformagoes
podem ser calculadas, permitindo assim uma solucao aproximada da realidade levando em
consideracao possiveis irregularidades na geometria e as propriedades fisica do material
em estudo [31].

A principio, para utilizar esta metodologia adequadamente, temos que 1) de-
finir a geometria, 2) definir os parametros materiais, 3) definir a fisica do problema (que

tipo de problema pretendo resolver), 4) atribuir as condigoes de contorno (sendo possivel
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Figura A.1: Exemplo de um dominio com geometria continua que foi discretizado em
elementos menores. Elaborado pelo autor.

nesta metodologia implementar condigoes de contorno mais complexas), 5) discretizar o
dominio continuo em elementos menores, formando a malha e 6) executar a simulagao,
obter resultados e analisa-los. Cada elemento de malha, ou mesh, esta associado a uma
funcao de interpolacao, essas funcoes permitem a resolucao do problema de modo que a
solugao encontrada seja mais préxima possivel da solucao real.

Em problemas de tensao-deformacao, a malha devera ser mais refinada na
regiao onde o contato mecanico € estabelecido, pois sao nessas regides em que os gradientes
de tensao e deformagao sao maiores, logo um bom refino do mesh levara a resultados mais
precisos e confidveis, por outro lado terd um custo computacional maior (maior tempo
de execugao da simulagdo). O FEM ¢é bastante versatil e poderoso, possuindo diversas
aplicacoes que variam desde a andlise estrutural [51], eletromagnetismo [55], fenomenos

de transporte [56] e medicina [57] até outras aplicacoes de interesse.
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Apeéendice B
Hiperelasticidade

Como vamos modelar sistemas fisicos, apesar da abordagem nimerica, se faz
necessario conhecer as equacoes diferenciais que iremos resolver utilizando o FEM. No
capitulo 2, definimos que tensao e deformacao sao tensores de 2* ordem simétricos. Ten-
sores s@o independentes dos sistemas de coordenadas escolhido [31], e possuem os seguintes

ivariantes

e Invariante linear

I, = trA; (B.1)
e Invariante quadratico
-1
I=3 {(trA)? —trA?}; (B.2)
e Invariante cibico

considerando A como um tensor de 2* ordem. Esses escalares estao diretamente associados
a operacgoes e propriedades particulares de matrizes.

Em materiais hiperelasticos, as relagoes entre strain-stress ocorrem através de
derivadas parciais de uma funcao especifica conhecida por funcao de densidade de energia.
Esta funcao, para materiais isotropicos, pode ser escrita em termos dos invariantes de uma

matriz C e esta, por sua vez, possui relagdo com a matriz de strain, logo

W(C) = W(L(C), L(C), Is(C)), (B-4)
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aplicando regra da cadeia

oW _ oW ol oW ol oW ol
oc 09I, oC = 09I, 0C = 9I; OC’

em que C é dada por [H8]
C=F'F (B.6)

conhecido por tensor de deformacgao de Green, onde F' corresponde ao gradiente de de-
formagao dado por

F=Vz (B.7)

e usando a equagao (2.9), temos

F =1+ Vu. (B.8)

Derivando os invariantes em termos de C, temos [59]

81_1 . 8f2 7 a[_3 7 r-1
ac ~Lgc ~1-Cge = ke (B9)
logo
oW (oW oW\ oW _ow
= —=4+I—=)1-——=C+C'L— B.10
ac (8[1+ 1812> oL " oL (B.10)

esta expressao ¢ a relacao fundamental da teoria da hiperelasticidade. Para obter a relacao
stress-strain a partir da relagao (B.10), temos que fazer uso do tensor de Piola-kirchoff.
Este tensor é uma das formas de escrever o tensor de stress, o seu diferencial em relagao
ao tensor de tensao de Cauchy, definido na equagao (2.2), é devido a consideracoes fisicas
pois estes tensores baseia-se em configuracoes nao-deformadas. Em alguns problemas é
mais viavel trabalhar em fun¢ao da configuracao de referéncia ao invés da configuragao
apos a deformagao [00]. O primeiro tensor de Piola-Kirchoff nos fornece a forga atuante

por unidade de area indeformada, dado por

P=JoF" (B.11)
onde J corresponde ao jacobiano de F' [(1], ou seja
J=det F (B.12)
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que por sua vez é equivalente a uma razao entre os volumes original e apds a deformacao,

sendo ambos infinitesimais [62]

_dv

J=—. B.13
O segundo tensor de Piola-Kirchoff é definido por [63]
S=JF oFT, (B.14)

nao possuindo interpretacao fisica em termos das superficies de tracao, entretanto é bas-
tante utilizado para medir o stress em mecanica computacional e sendo bastante 1til para

a formulagao de leis constitutivas de materiais hipereldsticos. Por defini¢ao, temos [34]

ow
S=2— B.15
90 (B.15)
logo
ow  _ oW ow - OW
S =2 — +— |1-—=C+C'L—]|. B.16
K@Il * 1012) onL = " Bon (B-16)
A conexao entre o tensor de Cauchy e o segundo tensor de Piola-Kirchoff é
dada por
o=J'FSF T (B.17)
consequentemente
ow — _ oW ow ol
=2J7'F — +— |1 - —=C+C'L—| s F". B.18
7 {K@Il+ 1612> oL, 3013” (B.18)

Para o nosso modelo hiperelastico, iremos utilizar a funcao de densidade de

energia de um sélido neo-hookeano dada por [10]
1 1 ,

note que W é uma funcao que depende dos parametros fisicos u e K da amostra modelada,
que sao, respectivamente, o segundo parametro de Lamé e bulk modulus. Para materiais
incompressiveis, temos que J = detF = 1, logo a funcao densidade de energia se resume
a

W, = %u(fl - 3). (B.20)
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As equacoes apresentadas neste apéndice serao implementadas e resolvidas
numericamente, para mais detalhes consulte [64]. Além dessas equagoes, hd também uma
EDP referente a viscoelasticidade, que varia de acordo com o modelo escolhido, que para

0 nosso caso foi o modelo do sélido linear padrao.
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